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Samenvatting
Het afweersysteem (:immuunsysteem) van de mens is in staat om ziekte
verwekkers, zoals micro-organismen en virussen onschadelijk te maken en uit het
lichaam te verwijderen. Hiertoe is het immuunsysteem met een aantal mechanis-
men toegerust om "niet zelf" (bv virus geïnÍecteerde cellen) van "zelf" (eigen
weefsels) te onderscheiden. Tumoren bevinden zich op het grensvlak van "zelf" en
"niet zelf" doordat ze eneruijds uit cellen van het eigen lichaam ontstaan en als
zodanig dus niet door het immuunsysteem herkend zullen worden, maar ander-
zijds "niet zelf" eigen schappen gekregen hebben die het ze bijvoorbeeld mogelijk
maakt ongeremd te groeien. Op grond van deze "veranderd zelf" eigenschappen
kan het immuun systeem geactiveerd worden en een anti-fumor respons ontstaan.
Met name het niercelcarcinoom en het melanoom staan bekend als zgn "immunoge-
ne" tumoÍen oftewel tumoren die aanleiding kunnen geven tot een anti-fumor
immuunrespons. Onderzoek heeft aangetoond dat een bepaalde immuun-
effectorcel-populatie, bestaande uit zgn T-cellery een belangrijke bijdrage levert in
de, overigens zeldzaaÍn voorkomende, spontane regressies van genoemde fumoren.
Uit het bovenstaande kunnen drie conclusies geíokken worden: Ten eerste, het
immuursysteem is in staat om tumorcellen te doden en tumorregressie te
induceren. Ten tweede, T-lymphocyten spelen een belangrijke rol in de waar-
genomen anti-tumor responsen. Ten derde, het immuunsysteem is niet in staat alle
tumoren (effectief) te herkennen.
Er zijn verschillende redenen waarom niet elke írmor aanleiding geeft tot een
immunologische anti-tumorrespons. T-cellen herkennen hun doelwit via het door
deze cellen tot expressie gebrachte "major histocompatibility complex" (MHC). Dit
MHC presenteert kleine en karakteristieke stukjes eiwit waaronder die van de
ziekteverwekker, aan de T-cel. De T-cel herkent deze eiwidragmenten, middels zijn
T-cel-receptor (TcR), samen met het MHC als "zelÍ" darr wel "niet zelf" (figuur 1a).
Wordt het eiwiffragment als "niet zelf" herkend, dan vind activatie van de T-cel
plaats via het TcR/CD3 complex (figuur 1a). Wanneer het MHC op de doelwitcel
ontbreekt of in mindere mate tot expressie komt, zoals dat op tumoÍen het geval
kan zijn, is herkenning van de doelwitcel door de T-cel dus niet mogelijk en zal een
T-cel gemedieerde anti-tumorrespons uitblijven. Een andere manier waarop
tumorcellen kururen ontsnappenaan de lytische activiteit van T-cellen is functionele
onderdrukking van de immuunrespons bv door het uitscheiden van biologisch
actieve eiwitten zoals IL-10 of TGF-G die een immuunsuppressieve werking kunnen
hebben. Ook is het mogelijk dat T-cel activatie, noodzakelijk om een functionele T-
cel respons te initiërery onderdrukt wordt doordat tumorcellen receptoren, die
naast de TcR-MHC interactie van belang zijn voor de inductie van T-cel-activatie,
niet tot expressie brengen.
De specificiteit van TJymphocyten, gedefinieerd door de TcR, kan worden
veranderd met behulp van een "bispecifiek monoklonaal antilichaam" (BsMab). Een
monoklonaal antilichaam is een eiwit dat instaat is zeer speciÍiek een ander eiwit of
moleculaire structuur (antigen) te herkennen en hieraan te binden. BsMab hebben
dezelfde structuur als monoklonale antilichamen echter met het verschil dat een






































































met dezelfde specificiteit bezit, terwijl een BsMab monovalent bispecifiek is, oftewel
twee verschillende specificiteiten in één antilichaam samenbrengt. Hierdoor is een
BsMab in staat tegelijkertijd twee verschillende anfigenen te binden en bij elkaar te
brengen. Een BsMab gericht tegen zowel een activatiereceptor op het oppervlak van
de T-cel als een tumor geassocieerd antigeen (TAA) is zodoende in staat een T-cel,
zonder dat deze van nature de tumorcel middels zijn TcR herken! funchoneel tegen
een tumorcel te richten waardoor de tumorcel door de BsMab herrichte T-cet gely-
seerd wordt (figuur 1b). De herkenning en lysis van een tumorcel door een BsMab
hergerichte T-cel is onafhankelijk van MHC expressie cloor de tumorcel en down-
regulatie van MHC door de tumorcel is dus ook niet van invloed op de efficiëntie
van tumorcel doding door BsMab herrichte T-cellen. Daarnaast heeft het BsMab
concept een zeer hoge potentie aangezien het hele T-cel repertoire middels het
BsMab tegen één target wordt gericht. Er zijn vele TAA's beschreven waartegen
BsMab gemedieerde anti-tumor activiteit gericht kan worden.
doelwit cel
tumor cel
Figuur 1 (A) Een T-ceI lrcrkent een doehuitcel dnnt de T-cel-receptor (TcR) die het door lrct
major histocompntihility complex (MHC) gepresenteerrie peptide op de doehuitcel nls "niet zelf'
herkent. Hierdoor ztindt, ttia het CD3 contplex, nctiuatie zran de T-ceI plnnts tLtanrnn de T-ceI de
herkende doeltuitcel @ijooorbeeld een ttirus geilnfecteerde cel) lyseert. (B) Een bispecifek
monoclonanl antiliclmam (BsMah) dat in stnst is zoutel het CD3 complex uan de T-cel als een
twnor genssocieerd antigen @ijttoorheeld ËGP-2) te binden knn door hruguorning tussen T-ceI
en tumorcel de rol aon cle TcR-MHC interactie imiteren. De nrtificiëIe herkenning ttnn de
tutnrcel door de BsMab " lrcrrichte" T-celleidt tot MHC onaflnnkeliike nctiuatie ttnn de T-ceI en










In clc studics beschrcven in clit procfschrift is gcbruik ge'maakt virn het'fAA EGP-2
(Epithelial Clvcoprotr:in-2) clat op bijna allc carcirromcn (tur.nort'rr cl ic ontstaan lriI
cpitheelcellen) tot expressie komt.
Het conccpt var.r BsNIab gcnrcdicercle T-ccl l-rt'rrit:1'rtir.rg teg(-r1 tlrmorccllcn
vormt cle birsis r-an clc sbuclics bcschrel-r 'n in clit proefscl.rrift. Zon'cl plc-klir, ische trls
klinische stuclies zijn beschrcven m('t als cbcl irrzicht tc vclschaffcn ir-r voorr,r.aalclclr
voor, mechanismen betrokken bij, en dc gcvolgcrr van Bsl\,lab gcrncr-liccrck'
immuunthcrapie.
De hoofdstukken I en II ge--verr een or, 'crzicht van enkele historischc err ;rctuelt '
aspccten varn immunntherapie varr kankcr err l-rct cvtolr.tisch vcllrlogelr l'an l--
ccllc.n. Dc ontwikkc.l ing varl BsMab gc.meclieerrder imrnnuntherapric u'ordI
uitgcbrcicl behantlekl, t:n het klinisch tockomstpcrspccbicf varr Bsi\ ' lab rnet br'-
hckking tot clc behancleling vau kanke'rpatiLintcn r,r 'orclt bcsprokcr-r.
Hoofdstuk III gaat in op hct mechernismc en cft ' effcctiviteit van Bs\{ab
genredieerrle in t, itro tumorcei docling cloor E;r:activt 'crc1c T-ccllcn. Tnmorcel lvsis
alsmeclc fragmentatic'vall tumolcel DNA als l lcvolg van BsN'[ab germer:l ieercle -f-ct' l
cytotoxie worclen beschrcven. Ccbruik makencl varr hct BsN'Íab iJIS- l (CIl3 x EGP-2)
rvorcft ceilr'sis en DNA-frtrgmcntatie spccifiL:k geïrlciuccercl irr EGP 2 positievc
bumor-cell i jncn maar nit:t in EGP-2 ncgaLicvc tun"ror-cell i jnern of cle ceilctivoer(lc ' l '-
cellen zelf. Ecn bciangrijke implicatie v;rn cle in clit hoofclsbuk bcsprokcr-r r-sult;'rterr
is c{c nrogcli jkheicl de inclr-rctie v.rn apoptosc in tunrorcellc'rr tc gt-'bnriken eiis uit lees-
svsteem voor functionclc hcrrici-rt ing cn anti-Lurrrol activitcit i tr t, i t.o ti jclt-r-rs een
behanclelirrg met BsNlalr.
In hoofdstuk IV wor"dt het belang varr T-cel activatic bcharrclckl. I Ict tumorccl
cloclencl vcrnoge.rl van T-cellen wordt ir-r hoge mate bopaalcl clool cic trctivatie-statr-rs
van dc T-cellen. Bij cle :rctivtrtie van T-ccllen zijn mecrdcre sigrralcr-r bcLrokkt'n
rvaarbij cerl-cel interactics en gcprotluceercle cr.tokir.rcs, zoals Il--2, een rol spelen.
Hc.t is bckencl clat l '-ccl activatie via CD3 "briggering" in clc aanwr:zighcid var-r
recombinant IL-2 efficiènt verloopt. In hoofclstuk IV wordr:n vcrscl'rillcnclc wijzcn
varl T-cel activatie beschrevc.n waarbij gebruik worclt gemtr;rkt \-ar1 rlrie
verschillencle BsMabs gericht tegen clc T-cel reccptorcn CD3, CD5 en CD?S cncr-
zijcls cn het TAA EGP-2 anclcrzijrls. Uit cle beschrr:vcr.r csultatcn blijkt clat dc:
beschrcven BsMab slechts in staat zijn T-cel ac-tivertic te incluccren w.lllle(rr EGP-2
positieve tumorcellcn aanwezig zijn. In aaruvezigheicl van IL-2 r,.crloopt 'f-ccl
activatie efficiènt waruleer een CD3xECP-2 BsNIab (BIS-1) aanlr'r.zig is. In aín'c-
zigheicl vall exo€lcen toegevoegcl IL-2 is hct BsMab BIS-l nict volckrc.nde voor T-cr-l
activabie. Echter, c' le tranwezighcid varr cle BsMab CDSxECP-2 (BIS-18) of
CD2SxEGP-2 (BlS-20) naast BIS-1 maakt T-ccl activatir- ' ook irr afn'czigl 'rcicl van
exogecn toegevoegcl IL-2 mogcli jk. Vooral ecn conrbinatic r.an clc Bsi\Íabs BIS-1,
BIS-18 cn BIS-20 incluccert bijzoncler cfficiërrt EGP-2 specifiekc en IL-2 onaflran-
kelijke T-cel-activatie. Dezc sbudie hceft als belerngrijke klinischc implicatic cltrt
combir-rabies van BsMab, wtrarbij verschillende ilcívarLicroutes in tle T-ccl r,r,orclcn
gebruikt cfficiënt T-cel-activatie kumen incluceren clie zich bcpt'rkt tot plaatscn













i t r r luc
ncle i
l a a t  z
nr icl  clr
p l;r;r ts
r l t :zt '
cxPIt ' I
a lr t l - tr
I r
t'.r rc i n
Iogc  [ '
('('|11 Pl









f  cspr i l
llcco|l





















































beschreven resultaten clat exogeen toegediend IL-2 als additionele immuunactivatie
vervangbaar is door een alternatieve en meer specifieke activatie van T-cellen.
In hoofdstuk V wordt een proefdiermoclel beschreven waarin anti-tumor
activiteit van BsMab herrichte T-cellen in z,it,o bestudeerd kan worden. In dit proef-
diermodel is gebruik gemaakt van de syngene long-plaveiselcelcarcinoom-cellijn,
L37, clie door micldel van transfectie met het EGP-2 coclerende cDNA, EGP-2
positief werd gemaakt. Een BsMab dat enerzijds cle TcR van ratte T-cellen, en
anderzijds EGP-2 herkent bleek in staat de cytolytische activiteit van geactiveerde
T-cellen tegen de EGP-2 positieve L37 tumorcellen te richten. Ook ln oirro is dit
BsMab in staat T-cellen tegen EGP-2 positieve L37 tumorcellen te richten zodat het
aantal uitgegroeide metastasen in de long sterk afneemt. Voorwaarde voor de
inductie van een effectieve BsMab gemedieercle anti-tumor respons is de additio-
nele immuunactivatie die mbv exogeen toegediende rIL-2 plaatsvindt. Dit model
laat zien clat effecbieve anti-fumor acliviteit ook in ?rl?)o geïnduceerd kan worc{en
middels BsMab herrichte T-cellen op voorwaarde dat additionele T-cel activatie
plaatsvinclt. lL-2is in staat tot de inductie van dezeirt uit,oT-cel activatie wat in
deze studie zowel fenotypisch, in de vorm van opregulatie van de IL-2 receptoÍ
expressie door T-cellen, als functioneel, door een toegenomen T-cel gemedieerde
anti-tumor activiteit aangetoond wordt.
In hoofdstuk VI wordt de eerste klinische studie beschreven waarbij
carcinoompatiënten lokaal met BsMab herrichte T-cellen behandeld werden. Auto-
loge lymfocyten (witte bloedcellen waaroncler T-cellen) van patiënten met ascites of
een pleurale effusie waarin EGP-2 positieve tumorcellen aanwczig waren, werden
cen aantal dagener ailto geactiveerd zodat een grote hoeveelheid (1x108 tot 1.5x10'q)
geactiveerde autologe T-cellen verkregen werd. Deze werden samen met het BsMab
BIS-1 (CD3xEGP-2) intraperitoneaal of intrapleuraal, afhankelijk van de plaats van
cle maligne effusie, aan dc patiënt teruggegeven. Door in de tijd monsters uit de
effusie te nemen kon het verloop van de behandeling vervolgd worden. De
behandeling induceerde een lokale ontstekingsreactie waarbij verhoogde lokale
concentraties van de ontstekingsmediatoren TNFa en IL-6 gevonden werden.
Daarnaast was een lokaal anti-tumor effect immuun-cytologisch en immuno-che-
misch waarneembaar in de vorm van een verminderd aantal tumorcellen
respectievelijk een afname in de lokale CEA concentratie. Uit cleze studie kon
geconcludeerd worden clat BsMab kliniscll toepasbaar en effectief zijn. Echter, het
klinisch rendement van een lokale behandeling is beperkt en de logische volgendc
stap was het behandelen van carcinoompatiënten middels een systemisch
beiiandelingsprotocol waarbij het BsMab BIS-1 intraveneus werd toegediend. Deze
behandeling werd in de vorm van een fase I sLudie in niercelcarcinoom (RCC)
patiënten uitgevoerd en is beschreven in hoofdstuk VII.
Er werd gekozen voor RCC-patiënten omdat deze patiënten met IL-2 worden
behandeld en uit voorgaande onderzoeken was gebleken dat de klinische
effecfiviteit van BsMab gemedieerde immuuntherapie aÍhankelijk is van addi-
tionele T-cel activatie zoals gernduceerd door IL-2. Patiënten kregen een tvvee uur
durend infuus van een oplopende hoeveelheid BIS-1 (Fab )t tijdens een standaard
behandeling met IL-2. Er werd gekozen voor de toedienir-rg van F(ab')r fragmenten
van BIS-1 om aspecifieke immuunactivatie via Fc-receptor positieve cellen zoals
t / , )
Sarmenvatting
monoryteu te voorkomcn (bij ecn F(ab ), fragment van ccl-l antilicl'raam is het Fc-
gedeelte, clat een interactie met Fc-receptoren kan aangaan, verwijclercl). Reecls bij
een vrij geringe dosis van 5 prg BIS-1 F(ab )r/kg lichaamsgewicht wercl cen zodanigc
toxiciteit vastgesteld clat de maximaal tolereerbare dosis (MTD) n'as bereikt. De
toxiciteit uitte zich in benauwdl-reid, perifere vasoconshictie, rillingen cn koclrts,
fenomenen clie passen bij een acute immuunaclivatic. Naast TNFa, wcrden octk
verhoogde plasma concenLraties IFN-y gedetcctccrd wat cen aanwijzing is voor l"-
cel activatie als gevolg van dc bchandeling. BIS-1 kon op circulercncle T-cellcn
worden aangetoond en was funcbioneel actief zoals aangetoond in cytotoxie expcri-
menten met bloedlymfocyten geïsoleerd vool' elt na het írfuus mct BIS-1.
Hoofdstuk VIII beschrijft ccn aantal immuno-biologische parameters van cle
fase I studie zoals beschreven in hoofdstuk VII. Tijdens het inÍuus mct closes BIS-l
die tot toxiciteit leiclden, werd een transiër-rte leukopenie waartjenomen clic
vermoedelijk werd geïnduceerd cloor verhoogde concentraties TNFa clie in
plasmamonsters kon worden gedetccteerd. Welke cel verantwoorclelijk is voor dczc
geproduceerde TNF-c is niet gelleel duidelijk maar cle resultatcn bcschreven in
hoofdstuk VIII vormen een aanwijzing dat het BIS-1 gebonden T-ccllen zijn clie,
nadat ze de bloedbaan l-rebben verlaten en in contact komen met EGP-2 oositievc
weefsels (tumor), geactivcerd raken met als gevolg cle procluktie van TNF-t en IFN-
y. Hierdoor vindt opregulatic van adhesie moleculcn op verscheidenc'
leukocytpopulaties en enclotheel plaats wat cen mogelijke verklaring zou kunncn
vormen voor de zware leukopenie die tijdens de behancleling met BIS-1 F(ab ).
wordt waargenomen.
Hoofdstuk IX tenslotte, plaatst de beschreven resultaten en studies ir-r het
perspectief van de huiclige kennis op het gebied van BsMab gemedieerde immuun-
therapie. Voorts wordt ingegaan op de toekomst van een clergelijke behandeling
waarbij aandacht uitgaat naar mogelijk succesvolle behancielingsstratcgieërl er-r clc
plaats die een BsMab gemedieerde immuuntherapie naast convenLionele behandc-
ling middels chirurgie, chemo- en radiotherapie zou kunnen innemen.
Dank
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